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摘要 ”12# BMCXC 是 以 能 定植 在 玉米 维 管束 系统 的 内 生 菌 Clavibacter xyli subsp. cynodon- 
tis (CXC) 为 宿主 菌 ， 将 Bt kurstaki 的 8- 内 毒素 基因 crylA (c》 整 合 到 其 染色 体 上 形成 的 
WELE, AEX Ostrinia furnacalis Guenée 为 供 试 昆虫 的 生 测 结 果 表 明 : 在 同一 浓 
度 下 ，12* 菌株 对 玉米 蜡 的 毒 力 均 高 于 野生 型 Bt 菌株 HD-73 和 空白 对 照 (最 低 浓度 除外 )。 
浓度 最 高 时 12" 处 理 的 死亡 率 为 63%， 而 HD-73 为 53%， 死 亡 率 与 浓度 呈正 相关 ， 相 关系 
数 rt KF rsp-73。 在 用 12*# Bt/CXC 接种 玉米 的 活体 生 测 中 ， 人 工 接 虫 4 周 后 检测 ， 注 
射 接 种 法 效果 明显 优 于 种 子 处 理 法 。 不 同 浓度 的 注射 接种 处 理 ， 玉 米 螟 幼虫 减少 率 最 低 
70%， 最 高 可 达 96% ， 与 未 处 理 对 照相 比 差异 显著 。12# 菌 剂 处 理 后 对 玉米 是 的 生长 发 育 
也 有 抑制 作用 ， 虫 体重 减轻 26.4% 一 44.5% ， 处 理 株 虫 龄 平均 为 2 龄 ， 而 对 照 株 为 4 淮 。 


关键 词 Bt/CXC， 基 因 工 程 蓝 ,内 生 菌 ， 玉 米 蜡 


玉米 一 直 是 我 国 北方 和 西南 山区 的 重要 粮食 作物 及 主要 饲料 ， 分 布 遍 及 全 国 。 而 玉 
Xİ Ostrinia furnacalis Guenée 是 严重 影响 其 产量 和 质量 的 重要 害虫 。 虽然 早期 的 叶 部 
为 害 通常 可 用 化 学 药剂 或 Bt 的 商品 制剂 来 控制 ， 但 当 幼 虫 转移 进入 叶鞘 或 蔡 杆 中 为 害 
时 ， 此 法 则 不 再 有 效 …。 为 此 ， 人 们 试图 寻找 一 种 新 型 “药剂 "”， 可 在 玉米 体内 发 挥 作 
FH. Davis 等 发 现 一 种 能 在 玉米 体内 维 管束 系统 定植 的 内 生 菌 Clavibacter xyli subsp. 
cynodontis ”， 其 种 群 数量 开始 时 为 10? (CFU/g), 10 周 后 可 达 105 (CFU/g)0-5), pë 
后 ， Turner thg Bt kurstaki 的 8- 内 毒素 基因 cryIA (c) 克隆 到 CXC 中 ， 构建 了 转基因 
工程 菌 。 此 种 工程 菌 可 系统 定植 在 玉米 的 共 、 叶 和 叶鞘 的 木质 部 内 ， 菌 落水 平 可 达 每 克 
植物 组 织 10 CFU， 在 其 体外 生 测 中 显示 了 对 欧洲 玉米 蜡 的 杀 虫 活性 44。 美国 CDI 公司 
用 此 种 工程 菌 接 种 玉米 种 子 ， 伴 随 玉米 的 生长 ， 可 减轻 玉米 蝇 的 为 害 ， 但 其 效果 不 稳定 。 

我 们 实验 室 于 1992 年 从 我 国 玉米 品种 体内 分 离 得 到 玉米 内 生 细 菌 Clavibacter xyli 
subsp. cynodontis (CXC), # B Bt kurstaki 的 cryIA (c) 基因 通过 综合 质粒 载体 
整合 到 CXC 的 染色 体 上 。 载 体 DNA 插入 染色 体 与 否 用 限制 酶 酶 切 和 DNA 杂交 检测 ， 
重组 菌株 产 毒 素 的 情况 用 Western blot 杂交 检测 。 结果 显示 重组 菌株 含有 crylA (c) Æ 
因 ， 并 能 产生 133 000 kD 的 原 毒素 ， 现 将 这 一 内 生 工程 菌 注射 接种 玉米 莹 秆 及 拌 种 处 
理 对 玉米 旺 的 防治 效果 作 一 报道 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 材料 

供 试 虫 源 : 玉米 蜡 2 龄 幼虫 ， 由 人 工 饲料 饲养 获得 (中国 农业 科学 院 植 物 保护 研究 
所 提供 )。 

供 试 菌株 : 苏 云 金 杆菌 野生 菌株 HD-73 和 12# 工程 菌株 (本 室 提 供 )。 


1.2 生物 测定 方法 
1.2.1 发 酵 液 及 孢 唱 制 剂 的 制备 依 常规 方法 进行 "”-91。 发 酵 液 的 培养 : 将 12# 斜面 菌 
种 接种 在 10 mL LB 液体 培养 基 中 ，30 200 r/min 振荡 培养 4 h， 按 1% 接 种 量 转 接 于 
RA 50 mL LB 培养 基 的 500 mL SAAP, 30C 200 r/min 振荡 培养 9 h， 离 心 收集 菌 
体 ， 且 浮 在 等 体积 的 无 菌 水 中 ， 继 续 振 荡 培 养 至 孢 晶 分 散 。 

fü dh B RE): 用 HO 调整 发 酵 液 的 pH 为 7.0 左右 ， 离 心 收集 芽孢 和 晶体 ， 沉 
淀 若 浮 在 0.1 一 0.05 体积 的 4% —696 ARRE, Dg 30 min， 加 入 4 倍 体积 丙酮 ， 
摇动 20 min， 离 心 ， 倒 掉 上 清 液 ， 再 用 少量 丙酮 悬浮 ， 摇 动 10 min， 离 心 沉淀 ， 如 此 
连续 用 丙酮 洗涤 3 Us. BBC RI. 
1.2.2 昆虫 生 测 : 取 一 定量 的 抱 唱 制剂 ， 用 PBS 磷酸 缓冲 液 (组成: NaCl 0.85%， 
K HPO, 0.696, KH,PO, 0.396, mt ® 0.001%) 连续 稀释 到 指定 浓度 ， 每 个 浓度 取 
2 mL 加 入 到 18 mL 玉米 蜡 人 工 饲 料 中 ， 搅 拌 均匀 后 分 装 于 10 个 指 形 管 中 。 每 个 处 理 3 
^H, SU HXOKNRAIJSI3E, XE3ETE 27C 下 ， 光 :上 暗 为 16 h:8 h, 24 h 后 统计 死亡 
率 ， 并 测 其 体 长 、 体 重 。 死 亡 结果 数 据 用 图 表 分 析 。 
1.2.3 玉米 体内 活性 测定 : 玉米 种 子 种 植 在 温室 中 生长 4 周 后 ， 用 5 种 不 同 浓 度 
(1.02 yg/mL、 1.02 X 10 ! ug/mL. 1.02 X 10 ?yg/mL,、 1.02 x 10 ^ ug/mL, 1.02 x 
10 *ug/mL) 的 12* 菌 剂 注射 接种 幼苗 ， 每 种 浓度 接种 10 株 。 拌 种 处 理 方法 是 对 刚 萌 
芽 的 玉米 种 子 用 5 种 不 同 浓度 (1.02 pg/mL. 1.02 10 ! ug/mL, 1.02X 10? ug/mL4 
1.02x 10 “pg/mL、1.02 X10 *ug/mL) 的 12# 菌 剂 浸种 1 h, XRH PBS 浸种 1 h, 
每 个 浓度 处 理 10 粒 ， 种 植 在 相同 条 件 的 温室 中 。 在 玉米 喇叭 口 期 将 玉米 坚 初 解 幼虫 接 
于 玉米 的 心 叶 内 ， 每 株 10 头 ， 取 食 4 周 后 调查 取 食 孔洞 数 ， 幼 虫 在 茎 杆 中 的 隧道 ， 记 
录 活 虫 数 、 取 食 孔 洞 大 小 、 数 量 、 隧 道 长 度 。 按 国际 通用 玉米 抗 蜡 性 分 级 标准 ， 评 定 其 
抗 虹 性。 其 标准 如 下 : 


1 一 3 级 : 虫 孔 针 筷 状 4 一 6 级 : 虫 孔 火 柴 头 大 小 
1 级: 稀少 或 分 散 ; | 4 级 : 稀少 或 分 散 ; 

2 级 : 中 等 数量 ; 5 级 : 中 等 数量 ; 

3 级 : 大量 ; 6 级 : KẸ; 

7 一 9 级 虫 孔 大 于 火柴 头 1—2.9 级 为 高 抗 型 ; 

7 级， 稀少 或 分 散 ; 3 一 4.9 级 为 抗 型 ; 

8 级 : 中 等 数量 ; 5 一 6.9 级 为 中 抗 型 ; 


9 级 : 大 量 ; 7—9 级 为 感 虫 型 。 
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2 ”结果 和 分 析 


2.1 工程 菌 拌 信 人工 饲料 对 玉米 蜡 的 生 测 

2.1.1 HD-73 和 12# 感 染 饲 料 喂养 时 ，HD-73 处 理 、12# 处 理 、PBS 和 空白 对 照 的 最 
终 死亡 率 〈( 即 第 8 天 ) 依次 为 53%、63%、27%、17%， 表 明 12# 菌 剂 及 HD-73 X E 
米 蚜 具有 一 定 的 杀 虫 效果 。12# 的 毒 力 回归 线 方程 为 y=3.47+0.67zx，r = 0.36 而 
HD-73 毒 力 回 归 线 方程 为 y=4.13+0.24x, r=0.14,，riz*# »rgpzo 

2.1.2 了 眼 养 天 数 与 死亡 率 之 间 的 关系 : 开始 喂养 后 4 天 内 死亡 率 升 高 幅度 较 缓慢 ， 第 
5. 6X 12# 处 理 的 玉米 蜡 死 亡 率 急剧 增多 ， 各 增长 20% 和 30%， 以 后 渐 趋 稳定 。 而 
HD-73 处 理 的 玉米 蜡 死 亡 率 增幅 一 直 较 慢 ， 第 7 天 后 趋 于 稳定 。PBS (CK1)、 对 照 
(CK2) 死亡 率 无 太 大 变化 ， 分 别 低 于 27%., 17%. XWA: 12# 菌 剂 药 效 期 为 第 5、6 
天 ， 而 HD-73 杀 虫 作用 返 缓 (图 1)。 
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图 1 喂养 天 数 与 死亡 率 的 关系 图 2 浓度 与 死亡 率 的 关系 
Fig. 1 Relativity between mortality and Fig. 2 Relativity between mortality and 
days of feeding with bacteria concentration of bacteria fed 


2.1.3. 浓度 与 死亡 率 之 间 的 关系 : 菌 剂 浓度 与 死亡 率 线性 相关 ， 即 浓度 愈 高 ， 死 亡 率 
也 愈 高 ; 12# 的 死亡 率 与 浓度 相关 ， 系 数 大 于 HD-73， 分 别 为 0.36、0.14。12# 感染 饲 
料 喂养 杀 虫 效果 好 于 HD-73 (图 2)。 
2.1.4 菌 剂 浓度 与 虫 体 长 、 体 重 之 间 关 系 : 本 项 试验 经 过 12# 、HD-73 处 理 的 玉米 蝇 
的 死亡 率 在 5096 一 65% ， 但 不 同 浓度 条 件 下 玉米 蜡 残 虫 的 体重 与 体 长 有 明显 不 同 : HD- 
73 处 理 时 ， 浓 度 为 152.08 ug/g 时 虫 体重 为 0.878 mg; 浓度 为 2.38 pg/g 时 虫 体重 为 
9.938 mg， 体 长 在 0.38 一 0.60 cm 之 间 。12# 处理 时 ， 浓 度 为 152.08 ug/g 时 ， 虫 体 长 
为 0.32 cm， 虫 体重 0.762 mg; 浓度 为 2.38 ug/g 时 ， 虫 体 长 为 0.68 cm， 虫 体重 为 
14.414 mg。 两 种 菌 剂 处 理 后 ， 虫 体 长 、 体 重 与 PBS 及 对 照 处理 均 有 显著 差异 。 对 照 及 
PBS 的 虫 体重 分 别 为 68.671 mg、63.520 mgo WEK X 1.75 em. 

虫 体 的 体重 和 体 长 随 着 浓度 的 增加 而 减 小 。 当 浓度 增加 到 一 定 浓度 时 ， 玉 米 蜡 几乎 
ER, REKER H. m HD-73 对 体重 的 影响 大 于 12# ， 对 体 长 的 影响 小 于 12# (图 3 、 
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图 3 浓度 与 体重 之 间 的 关系 图 4 浓度 与 体 长 之 间 的 关系 
Fig. 3 Relativity between concentration of Fig. 4 Relativity between concentration of bacteria 
bacteria fed and body weight fed and body length 


2.2 工程 菌 在 玉米 体内 对 玉米 量 活 性 测定 

2.2.1 注射 不 同 浓度 12# 菌 剂 的 玉米 均 表 现 出 高 度 抗 蜡 性 。 幼 虫 减少 率 最 低 也 在 70% 
以 上 ， 最 高 可 达 96% ， 与 对 照相 比 有 显著 差异 ， 对 照 株 表现 为 感 虫 型 。 同 时 12# 菌 剂 
对 玉米 量 的 生长 发 育 也 有 抑制 作用 ， 虫 体重 比 对 照 至 少 可 减轻 26.4%， 最 多 可 减轻 
44.5% 。 处 理 株 虫 龄 数 平均 为 2 龄 ， 而 对 照 为 4 龄 ( 表 1)。 


表 1 PARE 12# 菌 剂 处 理 玉 米 后 各 项 指标 比较 表 


Table 1 Comparison of eight indexes in corn inoculated with strain 12* at different concentrations 


浓度 Concentrations (g/mL) 


指标 Items 

1.02 1.02x10 ! 1.02x10? 1.02x10-”  1.02x10'* CK 
虫 孔 大 小 9 针 孔 状 针 孔 状 £F3L3R 针 孔 状 火柴 头 大  ” 比 火 柴 头 大 
被 害 级 数 2 1 1 2 3 4 7 
虫 孔 数量 2 稀少 稀少 少 但 成 片 成 片 稀少 少量 
jn dr 4 10 11 13 30 43 
虫 体重 (mg)9 2.91 4.07 4.32 4.61 4.71 6.40 
抗 性 等 级 高 抗 高 抗 高 抗 高 抗 抗 感 
幼虫 减少 率 *? 96% 90 96 89 96 8796 70 96 57 96 
虫 重 减轻 率 ″ “8 44.5% 36.496 32.596 28.0% 26.4% 0% 


x 幼虫 减少 率 以 接种 虫 数 为 100% ; * * 虫 体重 减轻 率 以 CK 虫 重 为 0; Hole size damaged; @©Damaged grade; 
(9Hole number damaged; (Living larvae; @@Weight of living larvae; Resistance grade; (Reducing rate of larvae; &)Re- 
ducing rate of larvae weight. X 2 同 此 ，also for Table 2 


2.2.2 经 不 同 浓度 12# 菌 剂 拌 种 处 理 的 玉米 表现 的 抗 蜡 性 与 注射 接种 相 比 降低 。 幼 虫 
减少 率 最 高 为 69%， 最 低 为 $S8%， 与 对 照 比 无 显著 差异 。 对 玉米 蜡 的 生长 发 育 也 无 显 
著 的 抑制 作用 ， 虫 体重 与 对 照相 比 最 多 可 减轻 7.2%， 最 少 为 0.3%， 处 理 株 虫 龄 数 平 
均 为 4 龄 ( 表 2)。 
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352 不 同 浓度 12# 菌 剂 拌 种 玉米 后 各 项 指标 比较 表 


Table 2 Comparison of eight indexes in corn seed-treated with strain 12* at different concentrations 


浓度 Concentrations (pg/mL) 


指标 Items 

1.02 1.02x10 ! 1.02x10? 1.02x10? 1.02x10 * CK 
虫 孔 大 小 火柴 头 大 火柴 头 大 ” 比 火 柴 头 大 ”火柴 头 大  ” 比 火 柴 头 大 ” 比 火 柴 头 大 
被 害 级 数 5 6 7 6 7 7 
虫 孔 数量 成 片 X* 少量 少 但 成 片 少量 少量 
活 虫 数 31 34 40 36 42 43 
SH (mg) 5.94 6.15 6.23 6.38 6.35 6.40 
抗 性 等 级 中 抗 中 抗 感 中 抗 感 感 
幼虫 减少 率 69% 66% 60% 64% 58 96 5796 
虫 重 减轻 率 7.2% 3.9% 2.796 0.396 0.896 096 


3 ”问题 和 讨论 


通过 人 工 饲 料 眼 养 试验 ， 检 测 12# 、HD-73 对 玉米 蜡 的 毒 杀 活 性 ， 结 果 显 示 两 种 菌 
株 均 对 玉米 蜡 有 致死 活性 。 在 两 种 菌株 对 数 生 长 晚期 进行 晶体 染色 ， 光 镜 下 观察 到 有 蓉 
形 的 伴 孢 晶体 ， 这 表明 12# 菌株 表达 了 cryIA (c) 基因 。 从 生 测 结果 看 出 ， 两 种 菌株 
毒 力 无 显著 差异 ， 但 12# 菌株 杀 虫 作用 的 发 挥 要 快 于 HD-73。 

温室 试验 显示 了 应 用 Bt 工程 菌 防 治 玉 米 蜡 的 可 能 性 。 以 注射 法 将 12# 菌株 注射 玉 
米 共 杆 ， 可 有 效 减 少 玉米 媒 成 活 率 ， 抑 制 其 生长 发 育 。 但 这 是 否 能 对 玉米 蜡 进 行经 济 有 
效 的 防治 ， 还 必须 通过 田间 小 区 试验 来 确定 。 
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IN VITRO AND PLANTA BIOASSAYS OF ENGINEERED ENDOPHYTIC 
BACTERIUM IN CORN WITH CORN BORER 


Xu Jing Zhang Qingwen Tian Haiyue Cheo Mingtsang 
(Department of Entomology, China Agricultural University, Beijing 100094) 


Abstract 12* Bt/CXC is an engineered endophytic bacterium by introducing the 
crylA (c) gene from Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki into the chromosome of Clav- 
ibacter xyli subsp. cynodontis, which colonizes the vascular system of corn. Bioassays with 
corn borer (Ostrinia furnacalis) was conducted and the results showed: at each concen- 
tration level, strain 12? had a higher insecticidal activity than Bt strain HD-73 and PBS- 
treated control, causing 6396 mortality at the highest concentration tested, while the mor- 
tality rate of larvae ingesting wild-type HD-73 was 5396 at the same concentration. The 
concentration-mortality curves of the two strains showed a linear correlation. Strain 12* ' s 
coefficent was bigger than that of HD-73. In planta bioassays, the results showed that in- 
secticidal activity of corn injected with 12* was obviously better than that of corn seed-treat- 
ed with 12*. At different injection concentrations, larval mortality waved from 7096 to 
9696, which were significantly different from those of PBS control. At the same time, 
strain 12* restrained the development of corn borer so that weight of living larvae were re- 
duced by 26.496 to 44.596. Larvae which lived with inoculated corn did not develop to sec- 


ond instar, while those lived with control developed to four instar. 
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